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@ Um in einer einzigen Kulturvorrichtung sowohl eine 
submerse als auch eine basale Ernahrung von Zellkultu- 
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12 eine Kulturflussigkeits-Versorgungseinrichtung 24 bis 
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CO 

© 

00 

o 

UJ 

Q 




30 



nC\Q <DE 1PP017C3A1 



Rest Available Copy 



BUNDESDRUCKEREI 05.99 902 029/373/1 



23 



DE 198 01 763 A 1 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft einc Kulturvorrichiung gemaB dcm 
Oherbcgriff des Anspruches 1 und ein Verfahrcn zur Kulti- 
vierung von Zellcn odcr Gewebekomponentcn. 5 

Derartige bekannie Kulturvorrichtungen dicnen zur Kul- 
livierung von isoliertcn Zellen oder Gewebekomponentcn. 
Diese bckannten Kulturvorrichtungen sind auf den Einsatz 
bei Submcrskultursystemen beschranku d. h. auf der Mem- 
bran eines Zellkulturinserts kuliivicric Zellen werden durch 10 
Ubcrschichtung mil eincr Kulturlosung mil den entspre- 
chenden Nahrstoflen versorgt. 

Fur rnanche experimentelle Studien, zum Beispiel Slu- 
dien mildiiTercnzierten Fliminer- oder Lungcnepi the lzellen. 
ware es wunschenswert, wenn man zur Losung spezieller 15 
Fragesiellungen die Gewebewachstumsbedingungcn variie- 
ren konnte, Mit herkommlichen Kulturvorrichtungen laBt 
sich zum Beispiel cine Kultivicrung von Zellen des Rcspira- 
lionstraktes an einer LunV-Fliissigkeitsgrenzschicht (Air-Li- 
quid) nicht durchfuhren. selbst wenn man porose Mem bra- 20 
nen verwendet, die von verschiedenen Firnien als soge- 
nannte Trans we llsysteme angeboten werden. 

Durch die vorliegende Erfindung soil eine Kulturvorrich- 
tung gemaB dcm Oberbegriff des Anspruches 1 so weiterge- 
bildcL werden, daB sic cine Vielzahl unlerschiedlicher Kul- 25 
tur- und Expositionsbedingungen ennoglicht. 

Diese Aufgabe ist erfindungsgemaS gelost durch ein Kul- 
turvorrichtung mit den in Anspruch 1 angegebenen Merk- 
malen. 

Bei der erfindungsgemaflen Kulturvorrichtung kann man 30 
die Hohe des Pegels des Kulturmediums im Inneren des 
KulturgefaBes einstellen, insbesondcre so, daB sie uber der 
Oberseite der Zellkulturinserl-Meiiibran liegt (Submersi- 
onskultur) oder gerade noch die Membran konlakliert (oder 
etwas innerhalb derselben liegt), wodurch man eine basale, 35 
von unten erfolgende Nahrstoffversorgung hat. 

Das Umstellen von submerser Kultur auf basale Kultur 
kann mit der erfindungsgemaBen Kulturvorrichtung einfach 
durch Ansieuemng der Versorgungseinrichtung erfolgen, 
welche vorgegebene Mengen an Kultunnedium dem Kultur- 40 
gefaB zufiihrt bzw. von diesem abfuhrt, bis das Ausgangssi- 
gnal des Pegelfuhlers eineni jeweils eingestellten Pegelsoll- 
wcrl enlspricht. 

Diese Einstellbarkeit des Pegels des Kullunnediums im 
Kulturbehaiter laBt sich sehr prazise und einfach ohne Able- 45 
sen von Marken oder dergleichen leicht bewerkstelligen. 
Die zur SchafTung der unterschiedlichen Kulturbedingungen 
notwendigen apparativen Tcile sind einfach und nicht teuer. 

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den 
Unteranspruchen angegeben. >o 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 2 
wird erreicht, daB der Unterschied zwischen submerser und 
basaler Emahrung sehr scharf einstellbar ist. Die verschie- 
denen Bereiche einer vom Zellkulturinsert getragenen Zell- 
kultur wachsen unter exakt den gleichen Bedingungen. 55 

Bei eincr Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 3 kann man 
das in den einzelnen Kulturbehaltern befindliche Kulturme- 
dium walircnd der Wachstumsphase analysieren und aus der 
Zusammcnsctzung des Kulturmediums Ruckschliisse auf 
das Wachsen der Zellkulturen uber deren SLoffwechselpro- 60 
dukte schlicBen. 

Bei eincr Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 4 kann man 
eine groBere Anzahl von Zellkulturen unter cxakt gleichen 
Bedingungen zuchten. Auch der apparativc Aufbau einer 
derartigen Kulturvorrichtung fur cine groBc Anzahl von 65 
Zellkulturen ist einfach. Die Kulturvorrichtung benotigt 
auch nur wenig Platz. 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 5 



wird erreicht. daB fur die verschiedenen Kulturbehaiter nur 
ein einziger Pegelfuhler zur Pegclrcgelung benotigt wird. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 6 er- 
moglichl es. den Pegel inncrhalhder Kulturbehaiter auf ein- 
fachc Weise von auBen festzustellen. Die Behalter konnen 
somit eine glatte Oberflache aufweisen und sind frei von 
Einbauten, welche das Reinigen beeinu-achtigen wurden. 
Auch konnen die Kulturbehaiter so einfach bei hohen Tem- 
peraturen sterilisiert werden. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 7 er- 
moglicht es ? auch nianucll den Sollpegcl fur das Kulturme- 
dium einzustellen. 

GemaB Anspruch 8 ist es moglich, die Einstellung des 
Sollpegels auf einfache Weise elektrisch vorzunehmen. Der 
Pegelfuhler selbst miBt uber einen groBeren Hohenbereich 
des Kulturbeh alters, und die Pegelvorgabe erfolgt durch 
Einstellung des Pegelsollwertsignales. 

Vcrwcndct man zur Pcgcldctcktion gemaB Anspruch 9 
Lichtschranken, insbesondere eine Gabellichtschranke, so 
kann man Komponcnten verwenden, die zu gunstigen Prei- 
sen als Standardbauteile vorliegen. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 10 ist 
im Hinblick auf eine nochmalige VergroBerung der Anzahl 
gemeinsam durchfuhrbarer Zellkulturen von Vorteil. Der 
apparative Auf wand fur eine derartige Multi-Kulturvorrich- 
tung ist klein. Diese besteht aus Standardbauteilen (Modu- 
len), die in GroBserie angefertigt werden konnen. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 11 er- 
moglicht, falls gewiinscht, auch ein ruckstandsfreies Abfuh- 
ren des Kulturmediums gleichemiaBen von alien Modulen 
der Kulturvorrichtung. 

Mit einer Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 12 kann 
man in den verschiedenen Modulen unterschiedliche Zell- 
kulturen zuchten, hat aber trotidem die Moglichkeit, den 
Fortschritt des Wachstums iiber die StofTwechselprodukte 
fur die verschiedenen Kulluren (die verschiedenen Module) 
getrennt zu untersuchen. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 13 ist 
im Hinblick auf gleiche Temperierung der verschiedenen 
Kulturen von Vorteil. 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 14 
wird ohnc Verwendung von Ruhrern gewahrlcisteu daB sich 
innerhalb der einzelnen Temperierbehalter keine Tempera- 
turgradicnten ausbilden. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 15 ist die 
Verbindung zwischen den einzelnen Modulen der Kultur- 
vorrichtung besonders einfach. Eine derartige Modulanord- 
nung kann auch auf einfache Weise erweitert werden. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 16 ist der 
Innenraum der Kulturbehaiter von der Umgebungsatmo- 
sphare getrennt. 

Bei einer solchen Kulturvorrichtung kann man dann ge- 
maB Anspruch 17 den Innenraum des AuBengehauses auch 
mit einem andcren gastormigen Medium fiillen und dessen 
EinfiuB auf das Wachstum der Kulturen untersuchen. 

Die Weiterbildung. der Erfindung gemaB Anspruch 18 ist 
im Hinblick auf das Schaffen einwandfreier keimfreier Aus- 
gangsbedingungen fur die Zellkulturen von Vorteil. Verwen- 
det man dabci als sierilisierbares Material (Has, so hat man 
auch einen guten Blickkontakt zu den Zellkulturen. Auch im 
Hinblick auf ein unerwiinschtes Inlosunggehen des Materi- 
als der Kulturbehaiter ist Glas als Material vorteilhaft. 

Bei einer Kulturvorrichtung gemaB Anspruch 19 erfolgt 
sowohl das Zufuhrcn als auch das Abfuhren von Kulturme- 
diurn zwangsweisc durch cine bidircktional arbcuende Pum- 
penanordnung. Diese ist im Hinblick auf ein rasches Errei- 
chen der Sollpegelwerte, also das Venneidcn von Regel- 
schwingungen, von Vorteil. 



OCIO: <0E_.l9801763Al J.> 



DET98 01 763 A 1 



Bci einer Kulturvorrichiung gemaB Anspruch 20 kann 
man die Kullurcn geziell Reizcn aussetzen, aus dencn sich 
cine Andcrung der Wachstumsbedingungen ergibl. AuSer- 
dcin kann man so die Xulturen geziell SiofTen aussetzen, die 
sich nichi in der (liissigen Phase der Nahnnedicn befinden. 
wie gasformigen StofTen oder nicht in der fiussigen Phase 
dispergierbaren festen Stoffen. 

Bei einer Kullurvorrichtung gemaB Anspruch 21 wech- 
sein sich submerse Erniihrung und basale Emahrung peri- 
odisch ab. 

Mil einer Wciierbildung der vorliegenden Erfindung wird 
die Kulturvorrichiung uber ein Programm gesteuen. Dieses 
Programm isi insbesondere unter Beiriebssystemen MS- 
DOS lauflahig. 

Das Prograjnm ist dazu geeignet, alle Funklionen des 
Pumpsysicms zu sieuern. Typischerweise ist das Pumpsy- 
stem uber einc serielle Schnittstelle an den Computer ange- 
schlosscn. Dariibcr hinaus dcicklicrt * und vcrarbciict das 
Programm das Ausgangssignal der Phoiozelle. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Versuchs- 
ablauf protokolliert. 

Nachstehend wird die Erfindung anhand von Ausfuh- 
rungsbcispielen unLer Bezugnahme auf die Zeichnung naher 
erlautert In dieser zeigen: 

Fig. 1 cine schemalische Ansicht einer einfachen, nur ei- 
nen Kulturbehalter umfassenden erfindungsgemaBen Kul- 
turvorrichLung mil sieuerbarer Pegelhohe des Kulturmedi- 
urns; 

Fig. 2 eine ahnliche Ansicht wie Fig. 1, in welcher eine 
abgewandeke Kulturvorrichtung wiedergegeben ist; 

Fig. 3 eine Aufsicht auf eine weiLer abgewandelte Kultur- 
vorrichtung, welche eine Mehrzahl parallel nebeneinander 
gestellter Kulturmodule aufweist, die ihrerseits jeweils eine 
Mehrzahl von Kulturbehaltern aufweisen; 

Fig. 4 einen Langsschnitl durch einen der Kulturmodule 
der Kulturvorrichiung nach Fig. 3; 

Fig. 5 einen abgewinkelten Lransversalen Schnitt durch 
den Kullurmodul nach Fig. 4 langs der dortigen Schnittlinie* 
V-V; 

Fig. 6 einen longitudinalen Schnitt durch die Kulturvor- 
richtung nach Fig. 3; 

Fig. 7 einen transversalen Schnitt durch die Kulturvor- 
richtung nach Fig. 3 langs der dortigen Schniitlinie IV-IV; 
und 

Fig. 8 ein Blockschaltbild einer Pegelhohensleuerung, die 
in Verbindung mil den Kulturvorrichtungen nach den Fig. 1 
bis 6 Verwendung findeL 

In Fig. 1 ist mil 10 insgesamt eine Kultureinheit bezeich- 
net. Die Kultureinheit 10 umfaBt einen Kulturbehalter 12, 
welcher grob gesprochen, die Form einer auf den Kopf ge- 
sielllen Flasche aufweist, wobei im Raschenboden eine 
kreisformige Offnung 14 vorgesehen ist. 

I in Inneren des Kulturbehalters 12 ist ein Zellkulturinsert 
15 angebracht, das aus einem porosen KunststofFmaterial 
hergestelll. ist, zum Beispiel aus Polyethylenterephthalat. 
Das Zellkulturinsert 15 siellt eine flussigkeitsdurchlassige 
Tragstruktur fur eine Membran 16 dar T die je nach Erforder- 
nis der zu kultivierenden ZeUen aus unterschiedlichen 
Kunststoffmaleri alien hergestellt sein kann. z. B. ebenfalls 
Polyethylenterephthalat. Die Membran 16 tragi, wie in der 
AusschnittsvergrbBerung von Fig. 1 dargestellt, eine Zell- 
kullur 18. 

Der Kulturbehalter 12 ist von einer Halteeinrichtung 20 
getragen, die in Fig. 1 nur schematisch angedeutet ist. 

Der union licgende AnschluB 22 des Kulturbehalters 12 
stent uber einen Schlauch 23 mil dem einen ArbeilsanschluB 
einer bidireklionalen Pumpc 24 in Verbindung. welche in 
der Praxis eine Peristaltikpumpc sein kann. Der andere An- 



schluB der Pumpe 24 stcht Uber einen Schlauch 26 mil dem 
Inneren eincs Vorratsbch alters 28 in Verbindung, der eine 
Kulturflussigkeit 30 enthalL Diesc cnthall diejenigen Nahr- 
sloffc, die der Zellkullur 18 fur das Wachsen zur Verfugung 
5 gcstelli werden sollcn. 

Die beiden Sleuereinklemmen der Pumpe 24 sind uber 
Leistungsverstarker 32, 34 mit den Ausgangen eines Be- 
tricbskreises 36 verbunden. Der Betriebskreis 36 erzeugl ab- 
hangig vom Ausgangssignal eines kontinuierlich arbeiten- 

10 den PegclFiihlers 38, der als an der AuBenflachc des Kultur- 
behalters 12 angebrachter Fuhler dargestellt isl (abcr gege- 
bcncnfalls auch an der Inncnflache des Kulturbehalters 12 
angebracht sein kann) und in der Praxis ein optischer Fuhler 
sein kann, und in Abhangigkeil von einem Sollwertgeber 

15 40, der als cinstellbarer Widerstand wiedergegeben ist, am 
einen, am anderen oder keinem seiner Ausgange ein Signal, 
urn die Pumpe 24 zu veranlassen, dem Inneren des Kultur- 
behalters 12 aus dem Vorratsbchaltcr 28 zusatzlichc Kultur- 
flussigkeit zuzufiihren oder Kulturflussigkeit aus dem Innc- 

20 ren des Kulturbehalters 12 in den Vorratsbehalter 28 zuruck- 
zu lei ten. 

Der Sollwertgeber 40 kann von einer Programmsteuerung 
42 her eingestellt werden, wie in Fig. 1 durch eine gestri- 
chelte Linie angedeutet. 

25 Die Programmsteuerung 42 schallel beim hier betrachle- 
ten Ausfuhrungsbeispiel den Sollwertgeber 40 zwischen 
zwei Stellungen urn. Die eine Stellung des Sollwertgebers 
40 entspricht einer Pegelhohe der Kulturflussigkeit 30 im 
Inneren des Kulturbehalters 12, wieer in der Zeichnung an- 

30 gegeben ist: die Kulturflussigkeit 30 beruhrt gerade die Un- 
terseite des Zellkuturinserts 15. Unter diesen Bedingungen 
wird der Zellkultur 18 nur von unten Kulturflussigkeit zuge- 
fuhrt (basale Ernahrung). 

Der zweitc von der Programmsleuerung 42 eingestellte 

35 Pegelsollwert entspricht einer Pegellage, wie sie in Fig. 1 
durch die gestrichelie Linie 44 angedeutet ist. In dieser Stel- 
lung licgl der Flussigkeitspegel uber den Spilzen der Zell- 
kultur 18; diese wird somit submers ernahrt. 
Das in Fig. 2 gezeigte Ausfuhrungsbeispiel entspricht 

40 weiigehend demjenigen nach Fig. 1. entsprechende Kompo- 
ncnien sind wieder mit denselben Bezugszahlen versehen 
und werden nachstehend nicht nochmals detailliert erlautert 
Anstelle der bidirectional arbeitenden Pumpe 24 ist eine 
unidireklional arbeiLende Forderpumpe 24* vorgesehen, die 

45 uber ein Ruckschlagvenlil 46 mil dem AnschluB 22 des Kul- 
turbehalters 12 verbunden isl. Letztere ist ferner uber ein 
2/2-Magnetventil 48 mit einer AuslaBleitung 50 verbunden. 
Das Magnetvenul 48 ist fedemd in die SchlieBstellung vor- 
gespannt und kann durch Aklivierung seines Magneten in 

50 die DurchlaBstellung gebracht werden. Der Magnet des Ma- 
gnet ventiles 48 und die Pumpe 24' sind wieder uber die Lei- 
stungsverstarker 32, 34 mil dem Betriebskreis 36 verbun- 
den, wieoben beschrieben, welcher einen Regelkreis bildet. 
Die Fig. 3 bis 7 zeigen eine Kullurvorrichtung, mil wel- 

55 cher eine groBcre Anzahl von Zellkulluren gleichzeitig 
durchgefuhrt. werden kann. 

Die in den Fig. 3 bis 7 gezeigte Kulturvorrichiung hat ein 
dicht vcrschlieBbares AuBengchause 52, welches aus einem 
unteren kastenformigen, aus Platien zusanimengeseizten 

60 Gehausetcil 54 und einem dicht auf diesem aulsetzbaren 
Deckel 56 bcslehl, aus welchem sich senkrecht nach unten 
cntlang der Lineien 55-1, 55-2 und 55-3 drei Glasstege 57 
bis zum obercn Rand der Kulturbehalter 12 erstrecken, urn 
darin angebrachte Zellkulturinserte 122 zu fixieren. 

65 Im Inneren des AuBcngchauscs 52 sind vicr Kullunno- 
dule 58-1, 58-2, 58-3 und 58-4 angcordnet. Sowcit nachste- 
hend keine Unlerscheidung der Ku It u ren module notwendig 
isl, wird auf diese mit dem Bezugszeichen 58 Bezug genom- 
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men. 

Jedcr der Kulturmodule 58 umfaBt ein insgesami mil 60 
bezeichnetcs Temperiergehause, welches dicht isL und aus 
verschiedenen Platien zusammengcfugt isl. Tm Inncren ei- 
ncs Kulturgchauscs 60 sind jeweils drei Kultureinheiien 10 5 
angcordncL wie aus dcr Zeichnung ersichdich. Die An- 
schliissc 22 der verschiedenen Kullurbehallcr 12 dieser Kul- 
tureinheiten sind mil einer gemcinsamen Versorgungslei- 
lung 60 vcrbunden. 

Die Versorgungsleitungen 62 dcr verschiedenen Kultur- 10 
module 58 sind jeweils iiber cinen nur schemaiisch wieder- 
gegebenen Schlauch 64 aus Silicon mil einem zugeordneten 
AuslaBstuizen 66 eines Kulturmediumvertcilers 68 vcrbun- 
den. Der Kulturmediumverleiler68 stehi mil einem Zufuhr- 
stuizen 70 fur Kulturmedium in Vcrbindung, der ahnlich wie t5 
beim Ausfiihrungsbeispicl nach Fig. 1 oder 2 mit dem Aus- 
laB eincr Kulturmcdium-Pumpe 24 bzw. 24* iiber einen nicht 
dargcsiclkcn Silicon-Schlauch vcrbunden ist. 

Die Versorgungsleitungen 62 haben jeweils bei ihrem au- 
Bcrhalb des zugeordneten Temperiergehauses 60 liegenden 20 
AnschluBende einen Abzweig 72, der iiber einen Silicon- 
Schlauch 74 mit einem zugeordneten Entnahmestutzen 76 
des AuBengehauses 52 verbunden ist. Auf diese Weise laBt 
sich zu Testzwecken Kulturfliissigkeit 30 aus den verschie- 
denen Modulen 58 gelrennt abziehen. 25 

Die Kulturbchalter 12 eines Kultunnoduls 58 sind glei- 
chermaBen von dem uber einen Temperiermedium- An- 
schluBstutzen 78 zugefiihrten Tempcriemiedium (z. B. tern- 
pericrtes Wasser) umstrdrnt. Das Abruhren des zugefiihrten 
Temperiermediums erfolgt durch einen Uberlauf 80, der in 30 
der Nachbarschaft der dem AnschluBstutzen 78 diametral 
gegcnuberliegenden Ecke des Temperiergehauses 60 vorge- 
sehen isl. 

Der Uberlauf 80 stent uber ein winkelformiges Rohrstiick 
82 mit einem AuslaBstutzen 84 des Temperiergehauses 60 in 35 
Verbindung. Der AuslaBstutzen 84 eines Kultunnoduls 58 
isl jeweils mit dem AnschluBstutzen 78 des parallel daneben 
siehenden nachsten Kulturmoduls 58 verbunden, z. B. durch 
einen Schlauch 86. Auf diese Weise sind die Temperierge- 
hause 60 nacheinander vom gleichen Temperiermedium 40 
durchstronit. 

Der erste AnschluBstutzen 72 steht mit einem Temperier- 
flussigkeits-Speisestuizen 88 in Verbindung, der vom Au- 
Bengehause 52 getragen ist. Der AuslaBstutzen 84-1 eines 
Moduls sleht iiber einen Schlauch 86 mil dem AnschluBstut- 45 
zen des folgenden Moduls in Verbindung. Der letzte AuslaB- 
stutzen 84-2 der Modulanordnung steht iiber einen Schlauch 
90 und ein Rohrstiick 92 mit einem Tempericrmedium-Aus- 
laBstutzen 94 in Verbindung. 

Wie aus der Zeichnung ersichtlich, steht mit dem Ende 50 
der Versorgungs lei tung 62 ein Sleigrohr 96 in Stromungs- 
verbindung. Dieses steht senkrecht auf dcr Zeichenebene 
von Fig. 3, wie besonders gut aus Fig. 7 ersichtlich. 

Aus Fig. 7 ist femer gut ersichtlich, daB der Kulturmedi- 
umveneiler 68 in Frontansicht die Form eines weit geoffne- 55 
ten "V" aufweist, wobei der Zufiihrsiutzen 70, der zugleich 
auch zum Abziehen uberschiissiger Kulturfliissigkeit dient, 
bei der tiefsten S telle des Kultumiediumverteilers 68 vorge- 
schen ist. 

Die beiden Arme einer insgesami mit 98 bezeichneten 60 
Gabellichtschranke iibergreifen die AuBenwand des Steig- 
rohres 96. Die Gabellichtschranke 98 isl in vertikaler Rich- 
lung einsiellbar von einem Trager 100 getragen, der sich 
parallel zu einer der AuBenplaiten des AuBengehauses 52 in 
vertikaler Richtung crstrcckt. * 65 

In den Armen der Gabellichtschranke 98 finden in iibli- 
chcr Weise eine IR-Lichiquellc 102 (vgl. Fig. 8) in Form ei- 
ner IR-Diode bzw. ein ER-DetekLor 104 in Form eines [R- 
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cmpfindlichen Photou*ansistors Verwendung. Liegi der Flus- 
sigkcitspegel im Steigrohr 96. dcr dem Fliissigkeitspegcl der 
cxakt horizontal ausgefluchteien verschiedenen Kukurbe- 
haller 12 cnL<?prichU unierhalh der ohen beschriehenen FR- 
Lichlschrankc. erhalt der Phoioiransistor 104 Strom und 
stcucrt durch. Ist die Fliissigkeiissaule im Steigrohr 96 bis in 
Hone der Achse dcr durch die IR-Lichtquelle 102 und des 
IR-Detektors 104 gebiideten Lichlschranke angestiegen, 
vcrschwindet das Ausgangssignal des Phototransisiors. Dies 
wird von einem DirTcrenzvcrslarker 106 erkannt, der an sei- 
nem Seitcneingang das Ausgangssignal eines wiedcr als ein- 
stcllbarer Widerstand gezeiglen Sollwertgebers 108 erhalt. 

Durch das Ausgangssignal des Differenzversiarkers wird 
uber einen Schalttransistor 110 die Relaisspule 112 eines 
insgesamt mit 114 bezeichneten Reed-Relais 114 aktiviert. 
Hierdurch wird der Reed-Kontakt 116 geschlossen, der ein 
poicntialfreier Kontaki isl und zum Beispiel das Arbeiten 
der Pumpc 24 in Richtung cincs Zufuhrcns wcitcrcr Kultur- 
fiiissigkeit 30 steuert. 

Bei einer Einfachausfuhrung der Kulturvorrichtung er- 
folgt das Umstellen von submerser Emahrung auf basale Er- 
nahrung zum Beispiel dadurch, daB man die Gabellicht- 
schranke 98 entsprechend weit nach unten verschiebt, dann 
die uberschiissige Kulturfliissigkeit durch manuelles Entlee- 
rcn auf eine deuUich unter dem fur basale Ernahrung ge- 
wunschten Pegel liegenden Pegel absenkt und dann den 
Flussigkeiispegel unter Steuerung durch das Ausgangssi- 
gnal der Gabellichtschranke 98. die nun verstellt isL auf das 
Niveau fur basale Ernahrung ansteigen laBt. 

Fur eine automatische Umschaltung zwischen diesen bei- 
den Ernahrungsvarianten wird vorzugsweise aber eine 
zweite Gabellichtschranke vorgesehen, die fest auf dem Ni- 
veau fur basale Ernahrung eingestellt wird Fur diese zweile 
Gabellichlschranke ist dann eine zweite Regelstrecke vorge- 
sehen, die derjenigen nach Fig. 8 entspricht, mit dem Unter- 
schicd, daB der Reed-Kontakt 116 dann das Abfuhren von 
Kukurflussigkeil stcuert, also das Arbeiten einer bidirektio- 
nalcn Pumpe im Sinne eines Abfuhrens von Kukurflussig- 
keil. 

Die verschiedenen mechanischen Komponenten der oben 
beschriebenen Kulturvorrichtung sind, soweit sie starre 
Komponenten sind, vorzugsweise aus Glas ausgefiihrt. 
Diese Komponenten konncn somit bei Temperaiuren von 
120°C problemlos sterilisiert werden und konnen vor dem 
Durchfiihrcn von Versuchen in einen einwandfreien keim- 
frcicn Ausgangszusland versetzt werden. Die verschiedenen 
oben beschriebenen Schlauchverbindungen bestehen vor- 
zugsweise aus Silicon-Schlauchmaierial, welches ebenfalls 
bei 1 20°G problemlos sterilisierbar ist 

Wie oben dargeslellt, wird zur Einregelung des Pegels der 
Kulturfliissigkcil in den verschiedenen Kullurbchaltem 12 
nur ein einziger Pegelfuhler verwendet. Aus diesem Grunde 
ist es notwendig, die verschiedenen Kulturbehalter 12 alle 
exakt auszufluchten, deran, daB die Flachen, auf denen die 
Zcllkulturen wachsen, in einer gemeinsamen horizontalen 
Ebene liegen. Fiir eine Zwangspositionierung der verschie- 
denen Kulturmodule und fiir ein Verrasten der Kulturmo- 
dule im AuBengehause sind zwei Positionierleisien 118 und 
120 vorgesehen, die mit den Vorderkanten bzw. Hinterkan- 
ten der unteren Plallen der Temperiergehause 60 zusammen- 
arbeiten. 

Bei den Prinzipdarsiellungen in den Fig. I und 2 waxen 
die Zellkulturinserte 15 schemaiisch als eingebaute Sub- 
strate dargcstellt. In der Praxis handelies sich bei den Zell- 
kulturinscrtcn 15 nicht urn fest in die Kulturbchalter 12 ein- 
gebaute Komponenten. vielmehr urn aus diesen entnehm- 
barc Teile. Kommerzielle Zellkulturinserte haben. wie in 
Fi«. 4 bei 122 fur einen dcr Kulturbchalter 12 angedeutet, 
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die Form eines zylindrischen Bechers mil einer ebencn Bo- 
den wand 124 und einer zylindrischen Umfangswand \26. 
Durch Einsetzen dcr Zellkullurinserte 122 in die Kulturbc- 
halier 12 und Fixierung mittels der Glasstege 57 isi gcwahr- 
Icistet. da6 die verschicdcncn Bodcnwandc 124 in einer ge- 
meinsamen horizontalen Ebene liegen. Die Zellkullurinseric 
122 sind insgesami aus einem porosen Kunststoff material 
hergesiclll, wie auch die Zellkulturinserte 15 der Fig. 1 und 
2 

Wie oben dargcstellL kann man bci der beschricbenen 
Kulturvorrichtung schr einfach von submerscr auf basalc 
Emahrung der Zellkulturen umstellen. Durch Andcrung dcr 
Temperatur der zugefuhrten Temperierfiussigkeit kann man 
eine weitere Variation der Wachstumsbedingungen vomeh- 
nien. SchlieGlich kann man dadurch, daB man dem Inneren 
des AuBengehauses 52 iiber eine Leitung 128 gasfbrmigc 
Substanzen zufuhrt, die Zellkuliuren vorgegebenen schadi- 
genden odcr thcrapcutischcn Bcdingungcn aussctzen. Auf 
die gleiche Weise kann auch eine Exposition mil Aerosolen 
erfolgen. 

Analog zur direkten Behandlung mil Gasen und/oder Ae- 
rosolen lassen sich auch parukulare Wirkstoffe unmittelbar 
mil den Zellkulturen in Kontaki bringen. Hierzu werden die 
Partikel, deren Auswirkung untersucht werden soli, auf die 
Zellkulturen aufgestaubl. Siimmt man die Dichten der Parti- 
kel und der KulturfiCissigkeit so aufeinander ab, daB die Par- 
tikel leichter sind als die Kulturfliissigkeit, so werden die 
Partikel mil dem Anheben des Pegels der Kulturfiussigkeit 
von der Zellkultur abgehoben. 1st die Kulturfliissigkeit da- 
gegen abgesenkt (basale Emahrung), stehen die Partikel in 
Kontakt mil der Zellkultur. Derartige geeignete Partikel sind 
sehr feine Staube, z. B. Holzstaub oder auch hydrophobe 
Partikel, welche sich in Suspension nur unzureichend oder 
gar nichi absetzen. 

Diese verschiedenen Moglichkeiten der Zellkultur wer- 
den bei einfachem apparativen Aufbau der Kulturvorrich- 
tung erhalten. 

Die oben beschriebenen Kulturvorrichtungen eigne n sich 
gut fur den universeilen Einsatz kauri icher Zellkulturinserte. 
Die modulare Bau weise der Vorrichtung erlaubt auch eine 
problemlose Adaptation der Kulturbehalter ("Wells") an 
spezifische InsertgroBen. 

Die Durchfuh rung der Versuche isl sehr flexibel, pro Mo- 
dul konnen drei paralleic Versuchsansatze gefahren werden. 
Unter Einsatz aller Module der Kulturvorrichtung nach den 
Fig. 3 bis 7 konnen vier mal drei jeweils parallele Versuchs- 
ansatze gefahren werden. Dies erlaubt es zum Bcispicl, zel- 
lulare Rcaktionen in Abhangigkeil von Konzentration und/ 
oder Zeit zu ermitteln. 

Verschiedene spezielle zellbiologische Fragestellungen, 
die tuit einer erflndungsgemaBen Kulturvorrichtung gelost 
werden konnen, sind zum Beispiel: 

1. Behandlung von Zellen rait z. B. Gasen, ^Aerosolen 
oder Stauben unmittelbar an der Luft-/Flussigkeits- 
grenzschicht. 

2. Zellulare Interaktionen durch Cokulti vie rung ver- 
schiedener Zelltypen, z. B. von Epithelzellen und Fi- 
broplasten. 

3. Anheflungsverhalten von Zellen in einem System, 
das pulsierend mil Kulturfliissigkeit versorgt wind. 

4. DifFerenzierung der Zellen von Kulturen bei basalcr 
Kulturftussigkeitsversorgung (Polarisierung). 

5. Untersuchung zilientragender Zellen bci basalcr 
und/oder intcrmitticrcndcr Vcrsorgung mil Kulturfius- 
sigkeit, 

6. Kontinuierliche Analyse von Zellausscheidungs- 
produkten wahrend der Versuche, 



7. Interim ttierende Zugabe von wachstumsstimulie- 
renden und wachstumsinhibierenden Wirksioffen ohne 
Unterbrechung der Kulturfuhrung. 

8. Tntcrmitiiercnrie Zugahe von den unter 6. genannten 
5 Stoffen wahrend der Exposition von Zellen mil Wirk- 

oder Schadstoffen, 

In den Fig. 3 bis 7 wurde eine Kulturvorrichtung gezeigu 
die eine eigene Temperiereinrichiung hat Sic kann jedoch, 

10 cbenso wic Kulturvorrichtungen ohne Temperiereinrich- 
iung, wie sie in den Fig. 1 und 2 gezeigl sind, zur Temperie- 
rung einfach in einen Ternperierschrank gestellt werden. 

Die Vorbereitung der Kulturvorrichtung fur einen Ver- 
such verlauft irn einzelnen folgendermaBen: 

15 Die Kulturvorrichtung wird in zusammengebautem Zu- 
stand, jedoch ohne Zellkulturinserte, Versorgungseinrich- 
tung und Pegelfuhler, bei 120°C im Autoklaven fur 30 Mi- 
nutcn autoklavicrt, cbenso sonstigc benotigtc Materialicn, 
wie Puinpenschlauche, Pinzetten zum Einsctzen der Zell- 

20 kulturinsertc, Flaschen zur Aufnahme des Kulturmediums 
usw. Nach dem Autoklavieren wird der Pegelfuhler in einer 
Reinraumwerkbank montiert, Danach erfolgt der AnschluB 
des Mediumsschlauches an die Pumpe und die Einstellung 
dcr Pumpengeschwindigkeil fur die vorgesehenen Versuchs- 

25 bedingungen. Vor dem Einsetzen der Zellkulturinserte, die 
einzeln verpackt und steril vom Hersteller geliefert werden, 
wird die Kulturvorrichtung einmal mil dem Zelltypspezifi- 
schen Kultunnedium gefullt und wieder entleert (gespult). 
wonach das dabei verwendete Medium verworfen wird. An- 

30 schlieBend wird die gesamte Kulturvorrichtung bis unter- 
halb der KulturgefaBe mit dem Zelltyp-spczifischen Me- 
dium gefullt, und die vorbereiteten Zellkulturinserte werden 
in der Reinraumwerkbank mittels einer Pinzette eingesetzt. 
AnschlieBend wird das gewahlte Programm zur Pumpen- 

35 steuerung gestarlet, und die Kulturvorrichtung wird gegebe- 
nenfalls in den Ternperierschrank uberfuhrt. 

Das Programm kontrolliert einen Zyklus, der aus den 
SchriUen (1) Vorpumpen und Kulturzeit und (2) Ruckpum- 
pen und Warten bestehu 

40 Nach Inilialisierung fuhrt die Pumpe ihre Vorpump-Funk- 
tion eigenstandig durch. Hierzu wird zuvor je nach Zelltyp 
und Kultivierungsart die adaquate Pumpgeschwindigkeit 
gewahlt. Das Programm iiberwacht das Ausgangssignal der 
Photozelle und regelt die Beendigung der Pumpaktivitat, so- 

45 bald der gewiinschtc Pegelstand erreicht ist. Typischerweise 
erfolgt die Beendigung der Pumpaktivitat erst nach zwei- 
oder mehnnaliger, vom Programm uberwachter Signalde- 
lektion. Dies erlaubt die Vermeidung der Detektion von 
Fehlsignalen, die bspw. durch Blasenbildung hervorgerufen 

50 werden konnen und bei einmaliger Signaldelektion zu einer 
vorzeitigen und unerwunschten Beendigung der Pumpakti- 
vitat fuhren wiirden. Die nachfolgende Kulturzeit, ist bevor- 
zugl wan I- und einstellbar. 

Nach Ablauf der Kulturzeit wird der Abpumpvorgang des 

55 Mediums initialisiert, wobei wiederum die Pumpgeschwin- 
digkeit wiihl- und einstellbar ist. Aus der gewahlten Ab- 
pumpgeschwindigkeit und dem Vol u men des Mediums er- 
gibt sich die fur den Abpumpvorgang erforderliche Warte- 
zeit. 

60 Der vorgenannte, vom Programm gesteuerte Zyklus kann 
einmal. zweimal odcr mehrmals durchlaufen werden. 

Die Zellkullurinserte konnen jederzeit in der Reinraum- 
werkbank entnommen werden. Dazu wird das Computer- 
programm angehalten. Falls nur einige Inserte entnommen 
65 werden, kann das Programm wicder gestarlet werden. 

Zur Reinigung wird die gesamte Kulturvorrichtung mehr- 
mals mit Aqua desu gespult. Die Glasteile lassen sich pro- 
blcmlos auch mil Alkohol oder anderen Reinigungsmitieln 
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saubcrn. 

Obenstehend wurde die Erfindung anhand spezieller Pe- 
gelfuhler bcschriebcn. Es versiehl sich. daB auch andere Pe- 
gelfuhler gceigncl sind. die die l,age des momentanen Flus- 
sigkeitspcgels im Kullurbehalter 12 erkennen lassen und ein 5 
entsprechendcs Ausgangssignal bercitstellen. Hierzu gehd- 
ren schimmergesteuerie Fuhler, nach dem dielektrischen 
Prinzip arbcitendc Fuhler, eine Mehrzahl in vertikaler Rich- 
tung beabsiandeter Elckiroden aufweisende Fuhler und In- 
fraroi- und Ultraschall-Fuhlcr. 10 

Patentanspruche 

1. Kulturvorrichtung, mil mindestens einem Kullurbe- 
halter (12), welcher mindestens einen AnschluB (22) 15 
zum ZufUhren und Abfuhren von Kultunnedium (30) 
aufweist, mil jeweils einem Zellkulturinscrt (15; 122) 
fur jeden dcr Kulturbchaltcr (12), das im Inncrcn des- 
selben gehalten ist, und mil einer Versorgungseinrich- 
tung (24 bis 28; 24'. 48. 50) zum ZufUhren von Kultur- 20 
medium (30) zu den Kulturbehaltern (12) bzw. zum 
Abfuhren von Kulturmedium von diesen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB den Kulturbehaltern (12) ein auf 
den Pegel des Kultunnedium s (30) ansprechender Pe- 
gelfuhler (38; 98) zugeordnel isl und daB die Versor- 25 
gungscinrichtung (24 bis 28; 24\ 28, 48, 50) in Abhan- 
gigkeit vom Ausgangssignal des Pegelfuhlers (38; 98) 
gesteuert wird. 

2. Kulturvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Zellkulturinserte (15; 122) je- 30 
weils eine horizontale Kulturfiache vorgeben. 

3. Kulturvorrichtung nach Anspruch I Oder 2, gekenn- 
zeichnet durch den einzelnen Kulturbehaltern (12) oder 
Gruppen von Kulturbehaltern (12) zugeordnete Ent- 
nahmeleitungen (74, 76). 35 

4. Kulturvorrichlung nach einem der Anspruche I bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Mehrzahl von 
Kulturbehaltern (12) an eine gemeinsame Versor- 
gungsleitung (62) derart angeschlossen sind, daB die 
Kulturflachen der Zellkulturinserte (15; 122) in einer 40 
gemeinsamen horizontalen Ebene liegen. 

5. Kulturvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Versorgungsleitungen (62) mil 
einem Sieigrohr (96) kommunizieren, bei welchem der 
Pegelfuhler (38; 98) vorgesehen ist 45 

6. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB der Pegelfuhler (98) 
eine Gabellichtschranke umfaBt. 

7. Kulturvorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Pegelfuhler (98) auf dem 50 
Sieigrohr (96) einstellbar ist. 

8. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet, daB der Pegelfuhler (38; 
98) ein kontinuierlich den Pegel messendcr Fuhler ist. 

9. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 55 
7, dadurch gekennzeichnet, daB der Pegelfuhler (38; 
98) ein bei einem vorgegebenen Pegel ansprechender 
Pegelschalter ist. 

10. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 5 bis 

9, dadurch gekennzeichnet, daB sie mehrere Module 60 
(58) aufweist, die ihrerseits jeweils eine Mehrzahl von 
Kulturbehaltern (12) uinfassen, welche parallel ausge- 
richtet in einem AuBengehause (52) angeordnet sind. 
wobei ein Versorgungsverteiler (68) vorgesehen ist, dcr 
mil Versorgungsleitungen (62) dcr einzelnen Module 65 
(58) vcrbunden ist. 

11. Kulturvorrichtung nach Anspruch 10. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein mil der Versorgungseinrichtung 



(24 bis 28; 24\ 28, 48. 50) zu verbindender einziger 
AnschluB (70) des Versorgungsverteilers (68) an einer 
tiefsten Stelle desselben liegl. 

12. Kuliurvorrichf ung nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das AuBengehause (52) getrennte 
Anschlusse (76) fur Entnahmeleitungen (74) aufweist, 
die jeweils zu einem der Kulturmodule (58) fuhren. 

13. KuiturvorrichLung nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichncL, daB die Kullurbehalter (12) in jeweils 
mindestens einen Kullurbehalter (12) umfassenden 
Modulcn (58) angeordnet sind, die jeweils ein die Kul- 
turbehalicranordnung umgebendes Temperiergehause 
(60) aufweisen, welches einen Temperiermediuin-Ein- 
laB (78) und einen Tempericrmedium-AuslaB (84) auf- 
weist 

14. Kulturvorrichtung nach Anspruch 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Temperiermedium-AuslaB (84) 
mil einem im obcrcn Bcrcich des Tcmpcricrgchauscs 
(60) liegenden Uberlauf (80) in Verbindung stent, der 
vorzugsweise dem Temperiermedium-EinlaB (78) dia- 
metral gegenuberliegt 

15. Kulturvorrichtung nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Temperiergehause (60) der ver- 
schiedenen Module (58) bezuglich des Teinperiermedi- 
ums slromungsmaBig in Reihe geschaltet sind. 

16. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 
15, dadurch gekennzeichnet, daB die Kulturbehalter 
(12) von einem dicht verschlieBbaren AuBengehause 
(52) umgeben sind. 

17. Kulturvorrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das AuBengehause (52) mit einem 
AnschluB (128) fur ein gasfdnniges Medium versehen 
ist. 

18. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 

17, dadurch gekennzeichnei, daB sie abgesehen von 
dem Pegelfuhler und Teilen der Versorgungseinrich- 
tung im wesentlichen aus einem sterilisierbaren Mate- 
rial, insbesondere Glas und Siliconmaterial, besteht. 

19. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 

18, dadurch gekennzeichnet, daB die Versorgungsein- 
richtung (24 bis 28) eine bidirektional arbeitende Pum- 
penanordnung (24), insbesondere eine Peristaltik- 
pumpe aufweist. 

20. Kulturvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 

19, gekennzeichnet durch eine Prograrnmsteuerung 
(42), welche einen Sollpcgelgeber (40) zeitabhangig 
steuert. 

21. Kulturvorrichtung nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Prograrnmsteuerung (42) den 
Sollpegelwert periodisch zwischen zwei Werten um- 
schaltet, von denen der eine einem eine vorgegebene 
Strecke iiber der Oberseite der Kulturfiache liegenden 
Flu ssigkeits pegel entsprichl und der andere einen eine 
vorgegebene Strecke unter der Oberseite der Kulturfia- 
che liegenden Pegel vorgibt. 

22. Verfahren zu Kultivierung von Zellen oder Gewe- 
bekomponenten, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Fliissigkeitspegel einer Nahrstofflosung fur die Zellen 
oder Gewebeieile abwechselnd eine vorgegebene 
Strecke iiber dcr Oberseite einer Kultur der Zellen oder 
Gewebeieilen (submerse Kultivierung) und eine vorge- 
gebene Strecke unter der Oberseite der Kultur (basale 
Kultivierung) liegt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB in einem Zcitraum, in dem dcr Fliissig- 
keilspegel unter der Oberseite dcr Kultur liegt, die Kul- 
tur festen, gasforniigen oder Aerosol-fonnigen Sub- 
slanzen ausgesctzt wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch ge- 
kennzeichnei, daC die Lage des Flussigkeitspegels mil 
Hilfe eincs Pegclfuhiers und einer dadurch gesieucrien 
Pumpencinrichiung vorgenomnien wirri. 

25. Verfahren nach eincm der Anspriiche 22 bis 24, 
dadurch gckcnnzcichnct, daB cine zeitliche Einstellung 
der Lage rics Flussigkciispcgcls rait Hilfe einer Pro- 
grajmnstcucrung vorgenomnien wird. 
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